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摘要 : 为 了 防治 多 种 鳞 翅 目 害 虫 , 表达 CrylFa 的 转基因 玉米 和 棉花 已 在 美国 商业 化 种 植 。 明 确 棉铃 虫 Helicoverpa 
armigera 对 CrylFa 与 Cryl Ac 的 交互 抗 性 及 这 两 种 杀 虫 蛋白 之 间 的 协同 作用 , 可 以 为 表达 CrylFa + CrylAc 的 转 双 
价 抗 虫 棉 花 的 合理 应 用 提供 依据 。 本 实验 测定 了 CrylFa 对 棉铃 虫 敏感 品系 (96S) 及 用 Cryl Ac 筛选 的 抗 性 品系 
(BtR, 抗 性 倍数 2 194. 15 倍 ) 的 毒 力 , 发 现 CrylFa 对 敏感 棉铃 虫 的 毒 力 远 低 于 CrylAc，LCs 值 是 Cryl Ac 的 504. 
80 倍 ; 而 且 抗 性 品系 BtR 对 CrylFa 存在 19.98 倍 的 交互 抗 性 。CrylFa 与 CrylAc 混用 可 以 提高 CrylFa 毒 杀人 敏感 
棉铃 虫 的 效果 , 尤其 是 CrylFa 浓度 较 低 时 ,加 入 CrylAc, 可 以 显著 增加 CrylFa 的 毒 力 ; 但 只 有 加 入 较 高 浓度 的 
CrylFa 时 才能 增加 CrylAc 的 毒 力 。 由 于 BtR 品系 已 经 对 CrylAe 产生 抗 性 ，CrylAec 对 抗 性 棉铃 虫 的 毒 力 明显 降 
低 ; 在 较 高 浓度 的 CrylAc 中 加 入 CrylFa 可 以 显著 增加 棉铃 虫 的 死亡 率 (P=0.0015, F 26.88, df 26) , 但 最 高 死 
亡 率 仅 为 58.33% 。D- 饱 和 最 优 试 验 的 结果 证 实 , Cryl Ac 对 于 敏感 棉铃 虫 的 死亡 率 的 影响 达到 显著 水 平 (1 = 13. 
76 > toos), CrylAc 与 CrylFa 的 交互 作用 对 毒 力 的 影响 也 达到 显著 水 平 ( 妃 =2.42 > too; tu 26.95 > toos; tp =3. 
43 > ioa) « Cryl Ac 和 Cryl Fa 对 抗 性 棉铃 虫 死 亡 率 的 影响 都 达到 显著 水 平 (ti =3.03 > too; t 22.59 > too), 
但 CrylAc 是 决定 抗 、 感 棉铃 虫 死 亡 率 的 关键 因素 ; CrylAe 与 CrylFa 最 佳 浓度 配 比 范围 都 是 1.41 ~2. 10 pg/em ; 
在 抗 性 品系 中 ,CrylAc 和 CrylFa 的 交互 作用 不 显著 。 所 以 , 尽管 CrylF + Cry1A 作物 扩大 了 杀 虫 谱 , 但 棉铃 虫 对 
这 两 种 蛋白 存在 交互 抗 性 , 而 且 这 两 种 蛋白 混用 对 治理 抗 CrylAc 棉铃 忠 的 效果 不 理想 , 因此 不 建议 在 中 国 种 植 
表达 CrylF + Cryl A 的 棉花 。 
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Evaluation of the toxicity of CrylFa to the CrylAc-resistant cotton 


bollworm, Helicoverpa armigera ( Lepidoptera: Noctuidae) 

WEI Ji-Zhen , GUO Yu-Yuan', GAO Xi-Wu’, ZHANG Tao'^, LIANG Ge-Mei (1. State Key 
Laboratory for Biology of Plant Diseases and Insect Pests, Institute of Plant Protection, Chinese Academy 
of Agricultural Sciences, Beijing 100193, China; 2. Department of Entomology, College of Agronomy 
and Biotechnology, China Agricultural University, Beijing 100193, China; 3. College of Agronomy, 
Guangxi University, Nanning 530004, China) 

Abstract: CrylFa-expressing corn and cotton have been commercially planted in U. S in order to 
effectively control several Lepidoptera pests. Making clear the cross-resistance of cotton bollworms 
( Helicoverpa armigera) to Cryl Ac and CrylFa and the synergism between the two toxins could provide 
the theoretical bases for rationally applying CrylFa + CrylAc cotton. The toxicity of CrylFa to the 
susceptible strain (96S) and the resistant strain ( BtR, selected by Cryl Ac, the resistance ratio was 
2 194. 15-fold) was tested in our study. The results showed that the toxicity of CrylFa was lower than 
Cryl Ac to 965, the LC. value of CrylFa was 504. 80 times as high as that of Cryl Ac, and there was 
19. 98-fold cross-resistance to Cryl Fa in the CrylAc-resistant strain ( BER). CrylFa mixed with Cryl Ac 
could increase the toxicity of Cryl Fa against 96S, and especially when the concentration of CrylFa was 
low, the synergistic effect was significant. However, the toxicity of Cryl Ac could be improved just when 
being added with high-dose CrylFa. Because the BtR strain had resistance to CrylAc, the toxicity of 
Cryl Ac to BtR reduced obviously. Mixing CrylFa into high-dose Cryl Ac could increase the mortality of 
BtR (P 20.0015, F 26.88, df 26), but the highest mortality was only 58. 3396. The results of the 2- 
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D-optimum orthogonal design experiment showed that CrylAc had significant effect to control the 


susceptible cotton bollworm (t; 213. 76 > 1,4,) , and the influence of interactive effect between Cryl Ac 


and CrylFa on toxicity was also significant (1,, 22.42 > toos; tu 26.95 > toos; £5 23.43 > t9). 


Cryl Ac and CrylFa had significant effect against the resistant cotton bollworm (t; 23.03 > toos; t, = 


2.59 > t4) , but Cryl Ac was the key determinant for the mortality of the susceptible and resistant cotton 


bollworms. The optimum concentration ranges of Cryl Ac and CrylFa were 1. 41 - 2. 10 ug/cm'. 


However, the interactive effect between Cryl Ac and CrylFa was not significant in the BtR resistant 


strain. Thus, although the crops expressing Cry1F + Cryl A can expand the spectrum of killing insects, 


however, because of the cross-resistance and the undesirable effect in managing the CrylAc-resistant 


bollworm, transgenic CrylF + Cryl A cotton is not recommended for planting in China. 


Key words: Helicoverpa armigera; Cryl Ac; CrylFa; toxicity; cross resistance; synergism 


表达 Bt( Ir EFMWAT A Bacillus thuringiensis ) 
杀 虫 蛋白 的 转基因 植物 不 但 能 有 效 地 防治 害虫 ,而 
且 对 环境 友好 (Betz et al., 2000) 。 第 一 代 Bt 1 Ce 
达 的 是 CrylAc EA) 的 广泛 应 用 不 仅 有 歼 地 控制 
了 棉铃 虫 Helicoverpa armigera ( Hübner) 56839 EH 5E 
TR BJ SE ( Kleter et al., 2007 ; Wu et al., 2008) ,还 
减少 了 化 学 农药 的 使 用 , 降低 了 环境 污染 (Wang et 
al., 2007; Choudhary and Gaur, 2010; Brookes and 
Barfoot, 2010)。 然 而 大 面积 持续 地 种 植 Bt 棉花 ， 
抗 性 问题 已 成 为 影响 Bt 棉花 可 持续 利用 的 关键 因 
z& (James, 2010) , Tabashnik 和 Carrière (2010 ) 报 
道 ,印度 从 2002 年 开始 种 植 第 一 代 转 基因 棉花 , 到 
2009 年 田间 的 红 铃 虫 Pectinophora gossypiella 就 已 
对 Cryl Ac 产生 了 抗 性 。 

目前 有 效 的 抗 性 治理 策略 主要 有 高 剂量 /庇护 
所 策略 、 新 毒素 策略 和 转 多 价 基因 案 略 ( Bates et 
al., 2005) 。CrylFa [n] Cry2A 和 Vip 类 一 起 作为 第 
二 代 重 要 的 Bt 毒素, 在 增强 杀 虫 活性 、 抗 性 治理 、 
扩大 杀 虫 谱 等 方面 起 到 了 重要 的 作用 (Couffon et 
al., 2011; Yu et al., 2011) 。 现 在 已 经 商业 化 生产 
的 转 双 价 基因 棉花 主要 有 : 同时 表达 CrylAc + 
Cry2Ab Æ M., CrylA + CrylFa Æ M~ Vip3A + Cryl Ab 
重 日 等 (Yu et al., 2011) 。 靶 标 昆 虫 对 于 表达 的 两 
种 蛋白 是 否 存在 交互 抗 性 是 转 双 价 抗 虫 棉 花 长 期 应 
用 的 关键 。 虽 然 , 有 研究 表明 CryL Ac 和 CrylFa 在 
AN ZEQER Heliothis virescens (L. ) BBMV 上 有 不 同 的 
A K( Jurat-Fuentes and Adang, 2001) , 但 是 Cryl Ac 
和 Cryl Fa 在 结构 域 开 毒素 的 结合 和 活性 区 域 存 在 
40% 的 同 源 性 ( Granero et al., 1996; Rajamohan et 
al., 1996; Ballester et al., 1999) , m ELSE SE T IRA 
CrylAc 和 CrylFa 表现 出 高 水 平 的 交互 抗 性 
(Tabashnik et al., 1997, 2000), Jurat-Fuentes 等 
(2002) 发 现 CrylFa 和 Cryl Ac 在 抗 Cryl Ac 的 棉铃 虫 


mE Eg uemb-srE8 2 mH 
Hernández 和 Ferré( 2005) 用 “I 标记 测定 的 方法 证 明 
CrylFa 与 CrylAc 在 棉铃 虫 中 肠 上 存在 相同 的 受 体 。 

主要 用 于 防治 钱 翅 日 害虫 的 CrylFa + CrylA 转 
基因 玉米 , 从 2001 年 开始 在 美国 商业 化 种 植 。 表 
达 CrylFa 和 CrylA 的 转基因 棉花 也 于 2004 年 在 美 
国 商业 化 种 植 (James，2010)。 在 中 国 , 玉米 是 转 
基因 棉花 种 植 时 栅 铃 虫 的 重要 天 然 有 庇护 所 ,因此 评 
ffr mS CrylFa 与 Cry1Ac 的 交互 抗 性 及 两 种 生 
日 的 协同 作用 , 对 未 来 CrylFa + Cry1A 转基因 玉米 
和 棉花 的 推广 具有 重要 影响 。 本 人 研究 测定 了 搞 
CrylAc 的 棉铃 忠 对 CrylFa 的 交互 抗 性 ， 比 较 了 
CrylAc 和 CrylFa 混用 在 抗 性 及 敏感 棉铃 虫 上 的 增 
效 作 用 , 评价 了 两 种 重 白 对 敏感 、 抗 性 棉铃 虫 品系 
的 决定 作用 , 为 我 国 转 双 价 基 因 棉 花 的 合理 应 用 提 
供 依据 。 


1 材料 与 方法 


1.1 供 试 棉铃 虫 

棉铃 虫 敏感 品系 (96S) : 1996 年 采 自 河南 新 乡 
棉田 , 在 室内 用 人 工 饲料 饲养 至 今 , 温度 26 +1%C， 
相对 湿度 6096 — 8596 , 光 周 期 16L: 8D, 未 接触 任何 
Bt 毒素 和 杀 虫 剂 。 人 饲养 方法 参照 粱 间 梅 等 (1999 ) 。 

棉铃 虫 抗 性 品系 (BtR) : 用 CrylAc 蛋白 在 室内 
fige 129 代 , 温度 26 +1%C， 相对 湿度 60% ~ 8596 , 
光 周 期 16L:8D, 经 过 与 96S 品系 多 次 的 回 交 、 再 得 
选 获得 的 近 等 基因 抗 性 品系 。 筛 选 方法 参照 Liang 
45 (2008) 。 
1.2 Bt 蛋白 的 提取 

CrylAc 和 Cryl Fa 菌株 由 中 国 农业 科学 院 植物 
保护 研究 所 生物 技术 组 提供 ， 利 用 Staples 等 
(2001) ERER. 
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1.3 生物 测定 方法 
采用 表面 涂抹 方法 进行 生物 测定 (Herndndez- 

Rodríguez et al., 2008) 。 即 先 在 24 和 孔 板 中 先 加 入 约 
1 mL 未 凝固 的 人 工 饲 料 , 竺 饲料 凝固 后 ,再 加 入 不 
同 浓度 的 Bt S C60 pL/ 筷 ), 加 入 后 轻 轻 蚁 动 24 
孔 板 , 使 药 液 均匀 地 平 铺 在 饲料 表面 上 。 每 个 处 理 
接 24 3E AJ WERZJI A, 设 3 次 重复 , 第 7 天 检查 幼虫 死 

亡 情 况 。 设 NaQCO, 缓冲 液 为 对 照 。 
1.3.1 交互 抗 性 测定 : 分 别 测定 CryLAc 和 CrylFa 
对 96S 和 BER. 的 毒 力 , 利用 DPS 软件 求 出 毒 力 回归 
式 、 斜 率 和 致死 中 浓度 (LCs,)， 用 抗 性 品系 的 LCso 
除 以 敏感 品系 的 LCs 得 到 抗 性 品系 的 抗 性 倍数 。 
1.3.2 CrylAc 和 Cryl Fa 混用 的 增 效 作用 : Cryl Ac 
和 CrylFa 分 别 以 0, 0.02, 0.06, 0.18, 0.53, 1.59 
和 4.76 ug/cm^ 的 浓度 交叉 混合 。 分 别 测 定 不 同 蛋 
日 浓度 组 合 对 96S 和 BtR 棉铃 虫 幼虫 的 死亡 率 。 
1.3.3 CrylAc 和 CrylFa 混用 的 最 优 组 合 分 析 : 利 
用 D- 饱 和 最 优 回归 设计 , 针对 Cryl Ac 和 CrylFa 两 
个 因素 , 按 表 1 的 浓度 设计 3 次 重复 的 饱和 试验 ， 
制定 “206” 表 进行 试验 , 测定 不 同 组 合 浓度 下 抗 、 

感 棉铃 虫 幼虫 的 死亡 率 。 根 据 结果 建立 回归 方程 ， 
并 进行 了 因子 主 次 分 析 、 单 因子 的 影响 、 最 优 浓 度 配 
比分 析 等 (本 硕果 ，1986; 张 永 成 ,1997 ) 。 


表 1 CrylAc 和 CrylFa 的 编码 及 浓度 设置 


Table 1 The codes and concentration of CrylAc and CrylFa 


Cryl Ac Cryl Fa 
y H- y Hr 
序号 No 编码 XE 编码 XE 
Concentration Concentration 
Code A Code A 
(ng/ em" ) ( ng/ cm” ) 

1 -1 0 -1 0 

2 1 4.760 -1 0 
3 -1 0 1 4.760 
4 — 0.1315 2.061 — 0. 1315 2.061 
5 1 4.760 0. 3945 3.307 
6 0. 3945 3. 307 1 4.760 


X2 CrylAc 和 CrylFa X] $i 


1.4 数据 统计 与 分 析 
试验 数据 利用 DPS 进行 数据 分 析 。 将 死亡 率 
进行 反正 弱 转 化 后 进行 ANOVA 数据 分 析 ， 用 
Tukey 法 进行 多 重 比较 。 在 D- 饱 和 试验 中 , 将 死亡 
率 转 化 为 几率 值 后 进行 数据 分 析 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 棉铃 虫 对 CrylAc 和 CrylFa 的 交互 抗 性 

由 表 2 可 以 看 出 ，CrylFa 对 棉铃 虫 敏感 品系 
96S 的 LCa 12. 62 Mg/ cm. , CrylAc 的 毒 力 是 
CrylFa 的 504. 80 倍 。 棉 铃 虫 抗 性 品系 BUR 已 经 对 
Cryl Ac 产生 了 2 194.15 倍 的 抗 性 ; 同时 ，CrylFa 
的 杀 虫 效果 也 明显 降低 , Hi CrylAc fü po mou] CT 
在 19.98 倍 的 交互 抗 性 。 

2.2 CrylAc 和 CrylFa 在 抗 、 感 棉铃 虫 上 的 增 效 
作用 

除 0.53 ug/cm^ CrylFa +0.020 mg/cm? Cryl Ac 
iR HH AR POR Hu PP cR OE dn AR 968 的 死亡 率 
(47.22% ) 显著 低 于 对 照 外 (PC 20.0001, F = 
39.14, df-6), 其 他 混合 情况 下 的 死亡 率 都 高 于 单 
用 CrylFa 时 的 死亡 率 。 因 此 , CrylFa 5j CrylAc 混 
用 可 以 提高 CrylFa 毒 杀 敏感 棉铃 虫 的 效果 , 尤其 
是 CrylFa 浓度 较 低 时 , 增 效 显著 。 当 CrylAc 的 浓 
EKF 1.59 jg/cm ,死亡 率 接 近 100% ， 加 入 
CrylFa 增 效 不 显著 ; 只 有 CrylAc 浓度 较 低 时 ， 加 
入 较 高 浓度 的 CrylFa 才能 增加 Cryl Ac 的 毒 力 (图 
1: A), 

由 于 棉铃 虫 抗 性 品系 BtR 已 经 对 CrylAc 产生 
抗 性 ，CrylAe 对 棉铃 忠 抗 性 品系 的 毒 力 明 显 降低 ， 
此 时 , 在 较 高 浓度 的 CryL Ac 中 加 入 高 于 0.18 pg/ 
cm 浓度 的 CrylFa 可 以 明显 地 增加 棉铃 虫 的 死亡 
3&(P -0.0015, F-6.88, d/-6) (El 1: B)。 即 使 
二 者 以 最 高 浓度 混用 , JUL EDU 58.3390, i 
高 于 4.76 jg/cm CrylFa 单 用 时 的 死亡 率 ， 差异 不 


、 感 棉铃 虫 的 毒 力 比 较 


Table2 Toxicity of CrylAc and CrylFa toxins to resistant and susceptible Helicoverpa armigera 


Cryl Ac Cryl Fa 
品系 Strains ADR + SE LC; (9596 CL) ADR x SE LC; (9596 CL) 
Slope + SE ( ug/ cm? ) Slope + SE ( ug/ cm? ) RR 
96S 0.87 +0.11 0.025 (0. 009 - 0. 047) 1.00 0.93 x0. 11 12.62(0.934 —1.272) 1.00 
BtR 0.65 x0.19 53.99 (8.991 —845.500) 2 194.15 0.67 x0.14 . 252.21(105.432 - 568.470) 19.98 


96S. 敏感 品系 Susceptible strain; BtR; 抗 Cryl Ac 的 抗 性 品系 Resistant strain selected with Cryl Ac. RR: 抗 性 倍数 Resistance ratio. 
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图 1 棉铃 虫 敏感 (96S)(A) 和 抗 性 品系 (BtR)(B) 取 食 CryL Ac  Cryl Fa 人 工 饲 料 后 的 死亡 率 


Fig. 1 


Mortality of 96S (A) and BtR (B) Helicoverpa armigera fed on artificial diets containing Cryl Ac + Cryl Fa 


图 中 数据 为 平均 值 硅 标准 误 Data are means + SE. 


明显 (P=0.41, F=0.86, df=1); 但 高 于 单 用 4.76 
hg/em CrylAe 时 的 死亡 率 , 差异 极 显 著 (P = 
0.03, F =10.35, df=1)。 ÆA PE A Y ERRAT 
混用 , 对 BOR. 的 毒 杀 效 果 较 差 。 
2.3 CrylAc 5 CrylFa 对 抗 、 感 棉铃 虫 作 用 效果 
评价 
2.3.1 CrylAc 与 CrylFa 对 敏感 棉铃 虫 的 作用 效 
果 评 价 : 对 于 96S, Cryl Ac 和 Cryl Fa 矩阵 结构 和 绪 
采 见 表 3, 应 用 D- 饱 和 最 优 设计 试验 的 相关 公式 ， 
得 到 回归 方程 : y = 9.05 +2.06x, +0.11x, -2. 14x? - 
0. 75x2 — 0. 58x, x; 。 

通过 分 析 得 到 Fg 2214.03 > Foo 25. 64, 2 
条 显示 回归 方程 关系 显著 ,能 够 反映 实际 情况 。 回 
归 系 数 的 显著 性 分 析 t =13.76 > too =2.228; t, = 
2.452 51,5 = $420.95 = $= 
3.43 >to os =2.228; WEH Cryl Ac 和 CrylFa 的 影响 
都 达到 显著 水 平 ; 二 者 混用 时 的 交互 作用 也 显著 。 

偏 回 归 系 数 绝对 值 的 大 小 可 以 反应 各 个 因素 的 


主 次 ,符号 的 正 负 反映 了 因素 水 平 的 取 值 方 回 。 
12.061 > 10. 111, 则 bl > b2; 表明 一 定 范 围 内 
CrylAc 是 影响 96S 死亡 率 的 主要 因素 。 

用 4 个 编码 值 , 两 两 组 合 , 共 组 成 4x4 =16 个 
全 因子 试验 , 分 别 代 入 回归 方程 式 中 的 x 和 % 中 ， 
即 可 模拟 出 16 个 试验 结果 ( 表 4)，, 其 中 包括 已 经 
实施 的 6 个 试验 在 内 。 根 据 实 际 的 需要 , 设 杀 死 
90% 害虫 为 最 优 组 合 , 则 从 16 个 组 合 中 选 出 满足 
约束 条 件 的 12 个 组 合 ( 表 4 中 画 V 者 ) 。 从 表 中 结 
朱 可 以 看 出 ,CrylAc 和 CrylFa tu 3945 水 平时 ， 
即 浓度 为 3.31 pg/cmr J 死亡 率 最 高 。 

对 入 选 的 12 个 组 合 进 行 综合 分 析 , 确定 最 优 
浓度 组 合 ed EE 
分 析 。 对 入 选 的 12 个 最 优 组 合 进行 平均 数 、 标 准 
差 、 标 准 误 、95% 的 置信 限 以 及 最 优 浓度 范围 的 计 
算 , 最 后 得 出 在 防治 该 槐 铃 虫 品系 时 Cryl Ac 和 
CrylFa 的 浓度 都 在 1.41 ~2.10 pg/em 范围 内 效果 
If. 
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表 3 棉铃 虫 敏感 品系 96S 的 试验 和 矩阵 结构 和 结果 
Table 3 The test matrix structure and result in the susceptible strain 96S of Helicoverpa armigera 
序号 No Xo X1 X» x x; X155 - y 
I II I| 平均 值 Mean 
1 1 -1 -1 1 1 1 3.289 3.289 3.615 3.398 3.414 
2 1 1 -1 1 1 -1 8.719 8.719 8.719 8.719 8.689 
3 1 01 1 1 1 01 4. 895 4. 778 4. 778 4.836 4.787 
4 1 -0.1315 -0.1315 0.0173 0. 0173 0.0173 8.719 8.719 8.719 8.719 8.703 
5 1 1 0. 3945 1 0. 1556 0.3945 8.719 8.719 8.719 8.719 8.665 
6 1 0.3945 1 0.1556 1 0.3945 8.719 8.719 8.719 8.719 8. 663 
表 4 模拟 实验 结果 
Table4 The results of simulation experiment 
编码 Code . HA op oode 00 croup code 几率 值 Probit 优选 组 合 
Xi X) Optimization combinations 
1 -1 -1 3.42 
2 -1 -0.1315 4.75 
3 -1 0.3945 5.00 
4 -1 1 4.79 
5 -0. 1315 -1 7.80 v 
6 - 0.1315 - 0.1315 8.71 v 
7 - 0.1315 0. 3945 8.71 v 
8 - 0.1315 1 8.17 v 
9 0. 3945 -1 8.87 v 
10 0. 3945 - 0.1315 9.52 v 
11 0. 3945 0. 3945 9.34 v 
12 0. 3945 1 8.64 V 
13 1 -1 8.69 V 
14 1 -0.1315 9.02 V 
15 1 0.3945 8.67 V 
16 1 1 7.76 V 
表 5 最 优 组 合 频数 分 布 
Table 5 The frequency distribution of optimal combinations 
编码 值 及 统计 项 目 Cryl Ac CrylFa 
Encoded values and 次 数 频率 次 数 频率 
statistical projects Times Frequency Times Frequency 
-1 0 0 
0.1315 4 0. 333 4 0. 333 
0. 3945 4 0. 333 4 0. 333 
1 4 0. 333 4 0. 333 
合计 Total 12 1 12 1 
平均 值 Average -0.42 -0.42 
标准 差 Standard deviation 0.48 0. 48 
标准 误 Standard error 0. 14 0. 14 
95% 置信 限 95% confidence limit — 0.73 -0.12 — 0.73 -0.12 
最 优 范围 Optimal range (ug/em2 ) 1.41 -2.10 1.41 -2.10 
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2.3.2. CrylAc 5j Cryl Fa 对 BtR 的 作用 效果 评价 : 
CrylAc 和 Cryl Fa 对 BtR 的 作用 效果 回归 方程 为 : 
y 24.50 + 0.43x, + 0.37x, — 0.09132 - 0.212 + 
0. 20x,x, o 

通过 分 析 得 到 Fa =12.86 > Foo 25.64, 2 
果 显 示 回 归 方程 关系 显著 , 能够 反映 实际 情况 。 

通过 计算 得 到 :与 =3.03 > toos 22.228; t, = 
2.59 > toos =2.228, 说 明 Cryl Ac 和 CrylFa 对 抗 性 
品系 死亡 率 的 作用 影响 都 显著 。 

10.431 > 10.371, Mj bl > b2, 表明 一 定 范围 内 
Cryl Ac 是 影响 BR 死亡 率 的 主要 因素 。 

由 于 2 种 蛋白 混用 对 BtR 的 死亡 率 未 达到 
90% , 不 能 进一步 进行 最 优 配 比 分 析 。 


3 讨论 


Banks 等 (2001 ) 研究 表明 ，CrylFa 和 CrylAc 
都 可 以 与 烟 芽 夜 蛾 Heliothis virescens 110., 120 和 170 
kDa 的 APN 以 及 210 kDa 的 分 子 结合 , 这 可 能 是 该 
虫 对 CrylFa 与 Cryl Ac 产生 交互 抗 性 的 原因 。 本 人 研 
究 结 果 表 明 , 对 CrylAc 具有 2 194. 15 倍 抗 性 的 
BtR 棉铃 虫 对 CrylFa 的 抗 性 倍数 为 19.98 fi, 棉铃 
WX} CrylFa 和 Cryl Ac 具有 一 定 的 交互 抗 性 。 有 报 
起 表明 用 相应 的 CrylFa 的 结构 域 工 和 结构 域 焉 的 
相应 片段 突变 CrylAc, 可 以 扩大 杀 虫 谱 , 使 对 于 草 
地 夜 峨 Spodoptera frugiperda 的 毒 杀 效果 增强 , 说 明 
二 者 还 有 不 同 的 受 体 存在 (Perlak et al., 2001)。 本 
研究 结果 表明 ，CrylFa 对 96S 的 杀 虫 活性 虽然 较 
低 , 但 高 浓度 的 CrylFa 5 Cryl Ac 混用 时 能 显著 地 
提高 杀 虫 效果 ; 对 于 BUR, 在 较 高 浓度 的 CrylAc 中 
加 入 CrylFa 也 可 以 显著 增加 棉铃 虫 的 死亡 率 。 我 
们 推测 ，CrylFa 与 CrylAc 在 棉铃 虫 体内 也 存在 一 
些 相同 和 不 同 的 受 体 , 这 些 工作 有 符 于 进一步 研究 
验证 。 

Ibargutxi £ ( 2008 ) łk 1:1, 1:4 和 4:1 对 
Cryl Ac 和 Cryl Fa 进行 浓度 配 比 试验 , 发 现 二 者 对 
其 对 棉铃 虫 的 毒 力 没有 增 效 作用 。 而 本 研究 发 现 
CrylFa 对 965 具有 一 定 的 杀 虫 活性 , 低 浓度 Cryl Fa 
和 CrylAc 混合 不 能 提高 CrylAc 的 杀 虫 活性 , 但 高 
浓度 (大 于 1.587 ug/cm^) 的 CrylFa 与 CrylAc 混 
用 时 , 能 显著 地 提高 敏感 棉铃 虫 的 死亡 率 。 对 于 
BtR, CrylAc 浓度 为 4.76 ug/cm^ 时 与 CrylFa 混 
用 , 相对 于 对 照 有 增 效 的 趋势 ; 但 由 于 抗 性 品系 已 
经 对 CrylAc 产生 较 高 水 平 抗 性 , 即使 二 者 以 最 高 


浓度 混用 , 死亡 率 也 仅 为 538.33% 。 画 外, 图 ICA) 
中 发 现在 CrylAc 中 加 入 0. 02 Mg/ cm’ CrylFa 时 ， 
与 不 加 CrylFa JH EG, 死亡 率 明显 下 降 。 我 们 推测 
可 能 是 由 于 CrylAc 与 CrylFa 在 棉铃 虫 上 具有 相同 
的 结合 位 点 ， 当 加 入 少量 的 CrylFa 时 , 剂量 不 足以 
杀 和 死 棉铃 虫 幼 虫 , 但 是 部 分 结合 位 点 已 与 CrylFa 
结合 , 此 时 可 能 反而 导致 棉铃 虫 死亡 率 降 低 ; 只 有 
当 加 入 的 CrylFa 剂量 足够 高 时 ,才能 提高 CrylAc 
的 效果 。D- 饱 和 最 优 回 归 设 计 试 验 结 果 也 表明 
CrylAc 是 决定 对 抗 、 感 棉铃 虫 的 毒 力 的 主要 因素 ， 
因此 , 我 们 认为 CrylAe 与 高 浓度 的 CrylFa 混用 可 
以 增加 对 敏感 棉铃 虫 的 毒 杀 歼 果 , 但 二 者 混用 对 治 
理 抗 性 棉铃 虫 的 效 末 不 理想 。 

CrylFa 作为 新 蛋白 被 应 用 主要 是 因为 其 扩大 
了 CrylAc 的 杀 虫 谱 ，CrylFa 对 烟 芽 夜 蛾 、 甜 菜 夜 
ER. KER Mythimna separata. 和 欧洲 玉米 旦 Ostrinia 
nubilalis KIE, HAKR Helicoverpa zea |I Bg, WW 
Cryl Ac 对 于 烟 芽 夜 娥 、 粘 虫 、 棉 伶 虫 和 欧洲 玉米 旦 
We. (EX) F X px Hx fme ( Chambers et al., 
1991), Ibargutxi 等 (2008) 研究 表明 ， 虽 然 转 
Cryl Ac 和 CrylFa 的 作物 对 治理 棉铃 虫 的 效果 不 
佳 , 但 可 以 提高 对 棉 斑 实 蛾 Earias insulana B5] 2& E 
活性 。 根 据 本 研究 结果 , 我 们 认为 , 尽管 CrylF + 
CrylA 作物 扩大 了 杀 忠 谱 , 但 棉铃 虫 对 这 两 种 重 日 
存在 交互 抗 性 ,而且 这 两 种 蛋白 混用 对 治理 抗 
CrylAc 棉铃 虫 的 效果 不 理想 , 因此 不 建议 在 中 国 
种 植 表达 CrylF + CrylA 的 棉花 。 
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